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Die folgendan Angaben sind den vom Anmelder efngeroichten Unterlagen entnommen 

® Mittel zur Prevention von mykotischen Kontaminationen bei der Zell- und Gewebekurtur bakteriellen, 
pflanzlichen, animalischen und humanen Ursprungs, bestehend aus Polyen-Makrolid-Konjugaten mit 
Polysacchariden 

® Bei der KultMerung von Gewebe und Zellen bakteriel- 
len, pflanzlichen oder anfmallschen Ursprungs bzw. 
menschlfchen Ursprungs mQssen oft trotz aseptlscher 
Verfah rensweise prevent iv Antimykotika wie Amphoteri- 
cin B oder Nystatin eingesetzt werden. Diese Verbindun- 
gen haben jedoch Nachteile wie z. B. Nebenwjrkungen 
auf die Zell- und Gewebekulturen. Au Bend em weisen die- 
se Verbindungen alle eine nicht ausreichende Wasserlos- 
lichkeit auf r die nachteilig ist Es sollten deshalb neue Mit- 
tel zur Verwendung als Antimykotika beiderZell- bzw. Ge- 
webelcultur gefunden werden, die diese Nachteile nicht 
oder nu r red uziert aufweisen. 

Die neuen Mittel zur Verwendung als Antimykotika bei 
den ZelK bzw. Gewebekulturen bakteriellen, pflanzlichen 
■ und animalischen Ursprungs sind Derivate der Polyerv 
i MBkrolid-Antimykotka Amphotericin B, Nystatin oder 
Natamyem, die uber eine Amidbindung mit dam PoJysac- 
charidanteil verknupft sind, wobei dessen reduzierende 
Endgnjppe vor der ^Conjugation zur entsprechenden Car- 
bonsaure oxidiert wurde. 

Mittel zur praventiven anitmykotischen Behandlung von 
Zell- und Gewebekulturen bakterieilen, pflanzlichen, ani- 
matischan und menschlichan Ursprungs. 
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Beschreibung 

[0001] Die voriiegeode Erfindung betrifft die Verwendung 
von wasserloslichen Zubereitungen von Pdlyen-Makrolid- 
Antimykotika in Form von Konjugaten mit Polysaccharide!! 5 
auf Basis von Starke oder Starkeoerivaten, insbesondere 
Hydroxyethylstarke und Hydroxypropylstarke zur Praven- 
tioo mykotiscber Kontaminationen bei der Zell- und Gcwe- 
bekultur auf bakterieller, pflanzlicher, animalischer und hu- 
man er Baas. 10 
[0002] Die slrukturell eng verwandten Polyen-Makrolid- 
Antibiotika Natamycin, Nystatin und Amphotericin B sind 
bekannte fungistatische bzw. fungizide Verbindungeo, die in 
der Medizin unterschiedlicb eingesetzt werden. So ist zum 
Beispiel Amphotericin B einaus Streptomyces nodosus iso- 15 
liertes Polyen-Antimykotikum. Chemisch handelt es sich 
urn edn makrocycliscbes Lacton (Makrolid) mit 7 konjugier- 
ten Doppelbindungen in all-trans-Konfiguration innerhalb 
eines 38-gbedrigen Lactonrin^, an weichen Qber eine O- 
glykosidische Bindung der Aminozucker D-Mycosamin ge- 20 
bundenist 

[0003] Amphotericin B ist amphoter und besitzt lipopirile 
und hydrophile Regionen im Molekfll, weiche es befahigen, 
mit den in der Cytoplasmamembran von Pilzen enthaltenen 
Sterolen Komplexe zu bilden, was zu einer Stoning der Zell- 25 
permeability fuhrt Da Bakterienmembranen keinc Sterole 
enthalten, ist die antibiotische Wirkung von Amphotericin B 
selektiv gegen Pilze gerichtet. 

[0004] Wegen des breiten Wirkungsspeklrums von Am- 
photericin B gegen praktisch alle humanpathogenen Pilze ist 30 
es fur die systemische Behandlung mykotischcr Infektioncn 
beim Menschen das Mittel der Wahl. Amphotericin B weist 
einige gravierende Kebenwirkungen bei der intravenosen 
Applikation auf, die teilweise auch mit seiner geringen Was- 
seriaslichkeit im physiologischen pH-Bereich und dem da- 3S 
durch bedingten Einsatz von Losungsvermittlern zusam- 
menhangt Die Handelspraparate des Amphotericin B sind 
deshalb relativ kompliziert aufgebaut, auch teilweise teuer 
herzustellen und weisen deshalb zusSrzlichc Nachteile dies- 
bezuglicher Art auf. Die Wasser-Schwerloslichkeit trim AO 
auch zu fur die engen Strukturverwandten Natamycin und 
Nystatin, weiche derzeit nur als Arzneimittel in topischen 
Formen eingesetzt werderi. 

[0005] Das zur Infusion vorgesehene Originalpraparat des 
Amphotericin B von BRISTOL-MYERS SQUIBB (in 45 
Deutschland unter der Handelsbezeichnung "Amphotericin 
B p erhaltlich) liegt zum Beispiel als Trockensubstanz vor, 
weiche mit Wasser rekonstituiert werden muB und liegt dann 
als mizellare Dispersion von Amphotericin B mit Na-De- 
soxycholat vor. Um eine applikationsfahage Infusionslosung 50 
zu erhalten, kann die so erhaltene StammlSsung nur nrit 
elektrolytfieien TrfigerlOsungen wie zum Beispiel einer 5%- 
igen Glucoselosung bis zur erwunschten Eodkonzentration 
verdiinnt werden. Dieses Praparat weist zudem nur einen ge- 
ringen Therapeutischen Index au£ d. h. das Fenster zwi- 55 
scben effektiver und toxischer Dosis ist sehr schmaL Dar- 
ttber hinaus ist, trotz des relativ breiten Wirkungsspektrums 
von Amphotericin B, dieses Praparat bei bestimmten Krank- 
heatsbildern wenig effektiv, weil die Wirksubstanz den Ort 
der mykotischen Infektion nicht oder nur in zu kleinen Kon- 60 
zentrationen erreicht, so dass Amphotericin B dort seine 
charakteristische antifungale Wirkung nicht oder nur unzu- 
reichend entf alien kann. 

[0006] Um die Nachteile des Originatorpraparates zu 
uberwinden, wurde eine Reihe von Amphotericin B-Prapa- 65 
raten entwickelt, weiche Iipidformulierungen darstellen, 
zum Beispiel Lipidkomplexe mit Amphotericin B, kolloide 
Dispersionen von Cholesterylsulfat mit Amphotericin B und 



liposomal verpacktes Amphotericin B. Alle diese Arzneifor- 
men weisen zwar einen groBeren therapeutischen Index und 
eine habere Vertrfiglichkeit, insbesondere eine geringere 
Nephrotoxizitat im Vergleich mit einer herkommlichen Am- 
photericin B-De^xycholat-Formulierung auf, weshalb sie 
auch in hdheren Dosen verabreicht werden konnen, dennoch 
lassen sich bei bohen Dosen die oben beschriebenen Neben- 
wirkungen nicht ganz vermeiden. 

[0007] Bin gravierender Nachteil solcher Ijpidfonnulie- 
rungen von Amphotericin B ist jedoch in den sehr hoben 
Herstellungskosten und den darait verbundenen Handels- 
preisen zu sehen. Dariibcr hinaus mOsscn diese komplizier- 
ten Arzneiformen bis zu ihrer applikationsfertigen Form 
nach wie vor in umstandHcher Weise rekonstituiert werden. 
Nicht zuietzt wegen dieser Nachteile ist trotz der verbesser- 
ten therapeutischen Breite bei den Lipidfonnulierungen des 
Amphotericins B eine breite Akzeptanz auf dem Markt aus- 
gebheben. 

[0008] Es wurde nun gefunden, dass gemaB Deutschcr Pa- 
tentanmeldung 101 29 369.0 wasserlosliche Amphotericin 
B-Konjugate mit Polysacchariden herstellbar sind, die ne- 
benwirkungsfreier als das Original sind und eine hohe Was- 
serloslichkeit aufweisen und zudem kostengimstig herstell- 
bar sind. 

[0009] Wir haben nun festgestellt, dass zwar mit zuneh- 
mendem Molekulargewicht des Polysaccharidanteils die 
Wasserloslichkeit der nach DP 101 29 369.0 hergestellten 
Polysaccharidderivate des Amphotericin B stark zunimmt 
und das Ausmaft der Nebenwirkungen, gemessen als die in 
vitro gemessene Hamolyserate abnimmt, gleiebzeitig aber 
die in vitro fungizide bzw. fungistatische Wirksamkeit rela- 
tiv zum Originalpraparat beeintrachtigt wind. 
[0010] Bei einem parenteralen Einsatz von Amphotericin 
B-Xbnjugaten der obigen Form ist diese Abnahme der 
Wirksamkeit unproblematisch, da nach der intravenosen In- 
jektion ein durch die SerunHX- Amylase verursachter Abbau 
zum Beispiel des Hydroxyethylstarkeanteils erfolgt (durch 
Spaltung der a- 1 ,4-glycosidischen Bindungen der Anhydro- 
glucosen), so daB die in vivo Wirksamkeit der Abbaupro- 
dukte wieder zuirimmt im Vergleich zu dem Originalprapa- 
rat und damit bei Vermeidung aller Nachteile des freien Am- 
photericin B vergleichbar ist mit der Wirksamkeit dieser 
Verbindung. 

[0011] Oberraschenderweise haben wir nun festgestellt, 
dass Hydroxyethylstarke - Amphotericin B-Konjugate nach 
DP 101 29 369.0 (Amphotericin B-Hesylale) mit einem 
Molekulargewicht des Hydroxyethylstarkeanteils von < 
80.000 Dalton, also unterhalb der menschlichen Nieren- 
schwelle, eine im \ergleich zum underivatisierten Ampho- 
tericin B stark reduzierte in vitro Hamolyserate auf weist, 
gleichzeitig eine nahezu unveranderte in vitro fungizide und 
fungistatische Wirkung aufzeigt, die ausreichend ist, um 
Zell- oder Gewebekulturen auf bakterieller, pflanzlicher, 
animalischer bzw. humaner Basis vor eventuellen Kontami- 
nationen durch Pilze zu schutzen. Der Einsatz von Antimy- 
kotika bei der Zell- und Gewebekultur ist auch trotz entspre- 
chender aseptischer Arbeitsweisen oft notwendig. Dabei 
richtet sich die Konzentration der Antimykotika nach dem 
Medium, den Zelltypen bzw. Gewebetypen und der jeweils 
ermittelten zytotoxischen Konzentration der Antimykotika. 
Es ist nun besonders vorteilhaft, dass die erfindungsgemS- 
Ben Konjugate nicht oder nur sehr schwer in die Zellen pe- 
netrieren kSnnen und dass sie weiterhin nicht zytotoxisch 
bzw. hamolytisch wirken. Sie sind ausreichend wasserios- 
lich und kOnnen als Langzeit lagerungs stabile Lyophilisate 
leicht vox Applikation zu den Zell- bzw. Gewebekulturen re- 
konstituiert werden. Sie sind physikaliscn-chemisch kompa- 
tibel mit den gangigen Zell- bzw. Gewebekulturmedien. Ihre 
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Eirisatzkonzentration richtet sich, wie oben beschrieben, 
nach den entsprecbenden Randbedingungen, die zell- bzw. 
gewebekulturabhangig erforderlich sind. 

Patentansprikhe 5 

1. Mittel zur Verwendung bei der Zell- oder Gewebe- 
kultur bakterieller, pflanzlicher, animalischer und 
menschlicher Zellen oder Gewebe zur Protektion m6g- 
licber mykotischer Kontaminationen, bestehend aus 10 
wasserlSslichen Polyen-Makrolid-Polysaccharid-Kon- 
jugateo der allgemeinen Fonnel 

A-NH-R 
wobei 

A-NH - die Polyen-MakroUdreste von Amphotericin 15 
B, Nystatin oder Natamycin bedeuten, die liber ihre 
freie NH 2 Gruppe in einer Amidbindung an R konju- 
giert sind und 

R - ein an der reduzierenden Endgruppe zur Carbon- 
saure bzw. Lacton oxidierter Polysaccharidrest auf Ba- 20 
sis von Starke oder Staikederivaten in Amidbindung an 
die NH 2 Gruppen der Polyen-Makrolide bedeutet 

2. Verwendung wasserloslicher Pblyen-Makrolid-De- 
rivate gemafi Anspruch 1, wobei R - Hydroxyethyl- 
starke bzw. Hydroxyrxxjpylstarke-Derivale, ihrer Star- 25 
kekomponenten Amylopektin oder Amylose bedeuten, 
deren Molekulargewicht i 80.000 Dallon ist. 

3. Verwendung von wasserloslichen Amphotericin B- 
Derivaten gemaB Anspruch Z, wobei R - eine an der 
texminalen reduzierenden Endgruppe oxidierte Hy- 30 
droxyethylstfirke bedeutet die in Amindbindung zur 
NH 2 Gruppe des Amphotericin B vorliegt und der Sub- 
stitutionsgrad MS der Hydroxyethylstarke zwischen 
0,1 und 0,8 liegt und das Verhaltnis der Substitution an 
den Kohlenstoffatomen 2 und 3 der Anbydroglucosen 35 
zwischen 3 und 15 liegt. 
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